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L'invention concerne un precede ^immobilisation d'ADN, de 
proteines ou d'oligo ou polysaccharides sur un support solide pour la 
fabrication de puces biologiques, et les puces obtenues par ce precede. 

5 Differents precedes sont aujoiird'hui utilises pour la fabrication 

de puces a ADN. Selon une premiere methode, des oligonucleotides 
sont synthetises directement sur le support apres ancrage covalent d'un 
precurseur (systeme Affymetrix, Niemeyer et Blohm Angew ; Chem. Int. 
Ed. 1999, 38, 2865-2869), ce qui conduit a des puces de coQt eleve. Le 
10 foumisseur ne fournit en outre pas tous les details sur les sequences 
des oligonucleotides immobilises. 

Selon une deuxieme approche, les oligonucleotides sont 
presynthetises, biotinyles et deposes ensuite sur une plaque activee 
par une couche de streptavidine. L'accrochage se fait via des 
15 interactions specifiques non covalentes biotine-streptavidine, cette 
derniere etant une proteine ayant I'inconvenient d'etre de stabiljte 
moderee. Lorsque les puces sont constitutes de fragments d'ADNc, 
ceux-ci sont le plus souvent immobilises par adsorption sur une couche 
d'aminosilane ou de polylysine. Cette derniere strategie pose souvent 
20 des problemes de repetabilite et d'homogeneite de surface lies a la 
difficulte de contrdler la qualite du film de polylysine et sa stabilite. 

Selon une troisieme voie, les oligonucleotides ou ADNc sont 
ancres sur le support grace a un couplage covalent, via un lien 
chimique organique. Cela necessite (a) la fonctionnalisation de la 
25 surface par des chaTnes a terminaisons reactives, par exemple des 
fonctions acide carboxylique activees, (b) la modification des 
oligonucleotides ou ADNc en position 5' par une fonction, par exemple 
une amine primaire, susceptible de reagir avec les terminaisons 
mentionnees ci-dessus. II s'agit de produits "cles en main" d'un cout 
30 relativement eleve, imposant I'achat des oligonucleotides 
convenablement modifies. Ces approches sont decrites notamment 
dans la demande de brevet WO 01/42 495. 



La technologie des puces a ADN est egalement discutee dans 
1'article de revue de Wang, Nucleic Acids Res., 2000, 28(16):3011- 
3016. 

Parallelement, ont ete developpees des puces sur lesquelles 
des polymeres biologiques autres que de I'ADN etaient immobilises, par 
exemple des proteines ou peptides. 

Cette technologie a ete mise au point principalement par 
adaptation de la technologie des puces a ADN (cf par exemple la 
demande WO 93/22 680 d'Affymax). 

Une approche de fixation de proteines par liaison covalente est 
par exemple rapportee dans Mac Beath et Schreiber, Science, 2000, 
289:1760-1763, Mitchell, Nature Biotechnology, 2002, 20, 225-229 et 
« Protein microarray technology », dans Trends in Biotechnology, 2002, 
20(4), 160-166. 

Les auteurs de la presente invention ont maintenant mis au 
point un nouveau precede de fabrication de produits de type puces 
biologiques, qui presente en outre des avantages vis-a-vis des 
techniques existantes. 

II s'agit d'immobiliser des polymeres biologiques, tels qu'ADN, 
proteines, oligo ou polysaccharides, porteurs d'un groupement 
phosphate (OP(0)(OH) 2 ) ou phosphonate (P(0)(OH) 2 ) libre, sur un 
support solide presentant une surface recouverte d'un metal capable de 
liaison de coordination avec lesdits groupements phosphate ou 
phosphonate. Ces groupements qui servent de fonctions d'ancrage 
peuvent etre presents naturellement dans le polymere ou introduits par 
modification enzymatique ou chimique. 

L'ancrage s'effectue alors par liaison iono-covalente entre le 
groupement phosphate libre du polymere et le metal. 

Ce mode d'ancrage, du type iono-covalent, est plus resistant 
que les systemes mettant en jeu des interactions du type liaison 



hydrogene ou du type electrostatique (comme c'est le cas avec la 
polylysine par exemple). 

La presente invention a done pour objet une methode de 
fabrication d'un produit de type puce biologique comprenant 
5 I'immobilisation d'au moins un poiymere biologique portant un 
groupement phosphate ou phosphonate libre sur un support solide 
presentant une surface recouverte d'un metal capable de liaison de 
coordination avec un groupement phosphate ou phosphonate, ledit 
poiymere biologique etant immobilise sur ladite surface par liaison iono- 
10 covalente entre le groupement phosphate ou phosphonate libre dudit 
poiymere et le metal. 

Un autre objet de Tinvention est un produit obtenu par ce 
procede, a savoir un produit de type puce biologique, comprenant un 
support solide plan presentant une surface recouverte d'un metal 
15 capable de liaison de coordination avec un groupement phosphate ou 
phosphonate, au moins un poiymere biologique portant un groupement 
phosphate ou phosphonate etant immobilise sur ladite surface par 
liaison iono-covalente. 

Un kit de preparation d'un produit tel que defini precedemment 
20 fait egalement partie de I'invention. Ce kit comprend les elements 
suivants : 

- un support solide presentant une surface recouverte d'un 
metal capable de liaison de coordination avec un 
groupement phosphate ou phosphonate ; 

25 - au moins un poiymere biologique portant un groupement 

phosphate ou phosphonate libre ; 

- eventuellement des reactifs. Une solution d'acide 
phosphonique peut par exemple §tre utile dans 
I'hypothese ou on desirerait saturer les sites de 

30 coordination sur les zones non ciblees. Une solution 

d'acide phosphonique 1 mM (exemple : C4H9PO3H2) peut 
notamment etre utilisee. 



L'invention vise par ailleurs I'utilisation d'un produit de type 
puce biologique tel que defini ci-dessus, a des fins de criblage de 
composes susceptibles de se lier audit polymere biologique immobilise, 
ou comme outil de diagnostic in vitro. 



10 



Preparation du polymere biologique 
Par "polymere biologique", on entend un compose a base 
d'unites monomeriques reliees entre elles, qui presente une activite 
biologique ou reagit avec un compose ayant une activite biologique. 

On peut citer notamment les acides nucleiques, tels que ARN 
ou ADN, en particulier de I'ADNc ou des oligonucleotides ; des 
peptides, proteines, oligo ou polysaccharides. Des monomeres 
synthetiques, qui n'existent pas de maniere naturelle, peuvent 
15 eventuellement etre utilises pour construire un polymere biologique. 
Dans cette optique, peuvent par exemple etre utilises des carbamates, 
phosphonates, sulfonamides, et sulfoxides. 

Comme autres exemples de polymere biologique, on peut 
egalement citer les PNA ("peptide nucleic acid") et les aptamers. 
20 De maniere generale, on peut immobiliser des 

oligonucleotides, oligoribonucleotides ou peptides que Con peut former 
par des techniques combinatoires et qui sont doues de proprietes de 
reconnaissance vis-a-vis de molecules d'interet a detecter. 

De maniere avantageuse, on peut preparer ou obtenir des 
25 polymeres biologiques qui presentent un groupement espaceur entre le 
groupement phosphate et le corps du polymere. Dans le cas ou le 
polymere est un acide nucleique, on peut utiliser notamment des 
espaceurs du type polyA, polyC, polyT ou polyG (par exemple d'environ 
10 mer), dont I'introduction via un synthetiseur est peu onereuse. 

De maniere preferentielle, le polymere biologique est un 
acide nucleique, par exemple de I'ADN phosphoryle en position 5'. 



30 



Cette phosphorylation peut etre realisee facilement au moyen 
d'enzymes de type kinases, par exemple la T4 polynucleotide kinase en 
presence d'ATP, classiquement utilisee dans les reactions de PCR. 

Le polymere biologique peut egalement etre un acide 
nucleique, par exemple de I'ADN, phosphoryle en position 3'. Cette 
phosphorylation peut etre realisee chimiquement par des techniques 
standards, relatives a la chimie des phosphoramidites. 

Le polymere biologique peut egalement etre fonctionnalise 
par une chaine a terminaison acide phosphonique (par exemple un 
groupement -(CH 2 ) 6 -P0 3 H 2 ), au moyen d'un couplage chimique. Dans 
ce cas, on peut utiliser par exemple un acide halogenoalkyl- 
phpsphonique pour les oligonucleotides ou les saccharides ou un acide 
aminoalkylphosphonique pour les peptides. 

Les acides nucleiques utilises sont de preference constitues 
de 25 a 70 mer (c'est-a-dire paires de bases), de preference 40 - 50 
mer, pour les oligonucleotides et de 100 a 2000 paires de bases pour 
les ADNc. 

Selon un autre mode de realisation, le polymere biologique 
est une proteine, un oligo ou polysaccharide ou un peptide 
fonctionnalise ou modifie par un groupement phosphate ou 
. phosphonate. Cette modification peut etre realisee par des methodes 
chimiques ou enzymatiques, sauf bien sOr dans le cas ou des 
groupements phosphate ou phosphonate libres sont presents 
naturellement, comme c'est le cas pour des peptides, proteines, voire 
meme des oligo- ou polysaccharides deja phosphoryles. 

Preparation du support 

Le support solide plan choisi peut etre de n'importe quelle 
matiere appropriee pour la fabrication de produits de type puces selon 
I'invention. On peut utiliser notamment un support en verre, en silicium, 
en mica, en quartz, en plastique, ou a base de divers polymeres 
synthetiques. Le support peut etre en outre recouvert d'une fine couche 



d'or. Les supports en verre sont preferes, et on peut utiliser par 
exemple une lame de microscope, plus generalement toute plaque ou 
lame de verre, de quartz ou de silicium. La forme du support n'a pas 
d'importance. 

Conformement a I'invention, le support presente une surface 
recouverte d'un metal. Ce metal est choisi de maniere a §tre capable de 
liaison de coordination avec un groupement phosphate ou 
phosphonate. Le zirconium est particulierement adapte, mais on peut 
citer egalement, a titre d'exemples, d'autres metaux tetravalents comme 
le titane, le vanadium, retain ; des metaux trivalents comme 
I'aluminium, le fer, le chrome, le gallium ; toute une serie de metaux 
divalents comme le zinc, le manganese, le cuivre, le cobalt, le nickel ; 
quelques cas de metaux hexavalents comme le molybdene, ('uranium, 
le tungstene. Une revue recente sur les metallophosphonates recapitule 
ces possibles (A. Clearfield in Progress in Inorganic Chemistry, Vol. 
47, (Ed.: K. D. Karlin), John Wiley & Sons, Inc., New York, 1998, pp. 
371-510). 

De preference, ce metal est depose sur la surface du support 
sous la forme d'une monocouche. 

II peut notamment etre lie a la surface du support par 
I'intermediaire d'une molecule ou bras espaceur. II peut s'agir par 
exemple d'une chaTne d'acide gras portant un groupement phosphonate 
(par exemple, I'acide octadecylphosphonique), auquel se lie le metal 
par liaison iono-covalente. 

Selon un mode de realisation particulier de I'invention, la 
molecule espaceur est I'acide octadecylphosphonique et le metal est le 
zirconium. 

De maniere avantageuse, on utilise des lames de verre sur 
lesquelles repose un film de type Langmuir-Blodgett a base de 
phosphonate de zirconium, preparees par le precede tel que decrit 
dans Benitez et al., J. Am. Chem. Soc, 2002, 124:4363-4370, par 



immersion dans differentes solutions aqueuses. Dans ce cas, le film est. 
lie au support de verre via des interactions hydrophobe-hydrophobe. 

Ce precede met en ceuvre de I'acide octadecylphosphonique 
qui est une molecule amphiphile qui, une fois deposee a la surface 
5 d'une phase aqueuse, oriente sa tete polaire PO3H2, c6te eau et sa 
chaTne carbonee c6te air. En cpmprimant ces molecules, on peut alors 
former une monocouche de Langmuir-Blodgett qui peut etre transferee 
sur une lame de verre ayant subi un traitement pour la rendre 
hydrophobe (par exemple, un traitement avec I'octadecylchlorosilane). 
10 A ce stade, la lame est devenue hydrophile puisque ce sont les groupes 
acide phosphonique qui sont presents a la surface. Ceux-ci ont une 
forte affinite pour les ions metalliques tels que le zirconium pour former 
des liaisons iono-covalentes metal-P0 3 . 

On obtient ainsi une surface a caractere metallique, 
15 constitute d'atomes de zirconium arranges de maniere reguliere, ,1a 
couche Langmuir-Blodgett mesurant alors 2,4 nm d'epaisseur. 

Les supports mis en ceuvre conformement a I'invention ont 
I'avantage d'etre stables au cours du temps, et ne necessitent pas de 
pre-activation necessaire. lis peuvent par ailleurs etre stockes 

20 simplement dans Peau. 

Le film de phosphonate de zirconium peut egalement etre fixe 
de fagon covalente au support, en procedant comme decrit dans Katz 
et al., Chem. Mater., 1991, 3:699-703. Une premiere possibilite est de 
fonctionnaliser la surface de verre par le 3-aminopropyltrimethoxysilane 

25 qui vient se greffer sur la surface, et les fonctions NH 2 terminales sont 
ensuite traitees par POCI 3 et une base, pour introduire en bout de 
chaTne les groupes P0 3 H 2 qui sont prets a recevoir la couche de 
zirconium. Une autre possibilite est de prendre des lames de mica ou 
de silicium recouvertes d'une couche d'or, et de les traiter avec I'acide 

30 8-mercaptooctylphosphonique (HS-(CH 2 )8-P0 3 H 2 ) qui se greffe via un 
couplage thiol / or. 



Des lames de borosilicate revetues d'une fine couche d'or 
peuvent egalement etre fonctionnalisees par des terminaisons P0 3 H 2 
selon Brochsztain et al, J. Mater. Chem., 2002, 12:1250-1255, par 
traitement successivement avec du 2-mercaptoethanol (HS-C 2 H 5 -OH) 
5 et une solution (POCI 3 + collidine). 



Immobilisation des polymeres biologiques 
Les polymeres biologiques peuvent etre deposes sur le 
10 support par simple "spotting". De maniere usuelle, il s'agit d'une 
operation de depdt de microgouttes (par exemple environ 50 picolitres) 
ou « spots », au moyen d'un robot effectuant des prelevements dans 
les puits de plaques de microtitration, par exemple. 

Les polymeres se fixent par liaison de coordination, de type 
15 iono-covalente, avec le metal a la surface du support. 

Les spots sont de preference arranges sous la forme d'un 
reseau (ou "array") organise. Tel qu'utilise ici, le terme reseau ou 
"array" est un arrangement ordonne de spots de polymeres biologiques, 
comme dans une matrice de lignes ou de colonnes. Typiquement, pour 
20 des spots d'environ 150 microns de diametre et espaces de 300 
microns, la densite de spots est de I'ordre de 500 par cm 2 . De 
preference, le reseau contient plus d'un polymere biologique 
immobilise. 

Dans le contexte de la presente invention, le terme "produit 
25 ou dispositif de type puce biologique" doit etre compris comme incluant 
tout support solide sur lequel au moins un polymere biologique est 
immobilise. 

Du fait de I'orientation des polymeres biologiques 
substantiellement perpendiculaire au support, on peut eventuellement 
30 immobiliser ces polymeres a une haute densite, notamment jusqu'a une 
densite de 10 10 -10 12 polymeres par cm 2 . 



Un objet particulier de I'invention est un produit de type puce 
biologique, comprenant une lame de verre pr6sentant une surface 
recouverte d'une monocouche d'octadecylphosphonate de zirconium, 
au moins un acide nucleique portant un groupement phosphate en 5' 
etant immobilise sur ladite surface par liaison iono-covalente entre ledit 
groupement phosphate de I'acide nucleique et le zirconium. 

Utilisation des produits fabriques 

Les produits de type puce biologique fabriques conformement 
a I'invention trouvent de multiples applications, par exemple pour des 
analyses biologiques et du criblage de composes susceptibles de se 
Her aux polymeres Immobilises. 

De maniere generate, I'analyse des puces et "arrays" peut 
etre reallsee selon diverses techniques bien connues de I'homme du 
15 metier (par exemple fluorescence, radioactivity, spectrometry de 
masse, resonance plasmonique de surface, infra-rouge, 
chimiluminescence). 

Lorsque le polymere biologique est un acide nucleique, les 
produits de I'invention constituent des outils performants pour I'analyse 
20 en parallele d'un grand nombre de genes ou de sequences d'ADN ou 
d'ARN. Leur principe de fonctionnement repose sur la propriete 
d'hybridation ou d'appariement de deux brins de sequences 
complementaires afin de reconstituer la double helice d'ADN. Selon un 
mode de realisation particulier, des sondes d'oligonucleotides de 
25 sequence connue, immobilisees sur un substrat support, sont mises en 
presence de cibles extraites d'un echantillon biologique a analyser, et 
marquees a I'aide de marqueurs fluorescents. 

Selon un mode de realisation particulier, pour savolr ou il y a 
eu hybridation, la puce est ensuite lue sur un microscope confocal, puis 
30 analysee en quantifiant 1'intensite de fluorescence sur les differents 
spots, chacun d'eux correspondant a une sequence donnee. 



Les produits de I'invention sont particulierement adaptes pour 
etudier des profils d'expression d'ARNm, sequences des acides 
nucleiques, ou rechercher des polymorphismes ou des mutations dans 
de I'ADN genomique, par exemple. 

De maniere generate, les produits de I'invention constituent 
des outils diagnostiques simples et pratiques d'utilisation, pour la 
detection de maladies infectieuses ou genetiques notamment. 

Les figures et exemples suivants illustrent I'invention sans en 
limiter la portee. 

LEGEMDE DES FIGURES : 

La figure 1 represente un schema de principe de formation de 
films Langmuir-Blodgett (LB) a partir d'acides phosphoniques a chame 
longue. Le depot du film LB a lieu sur les deux faces de la lame de 
verre. 

La figure — 2 represente un schema d'ancrage d'un 
oligonucleotide sur une plaque portant une couche de phosphonate de 
zirconium, et I'utilisation du produit obtenu par un test d'hybridation. 

EXEMPLES 

Exemple 1 : Immobilisation d'oliaonucleoiides 

1. 1 Obtention du support 

On utilise des lames de verre revetues d'un film LB a base de 
phosphonate de zirconium, comme illustre a la figure 1 et comme decrit 
dans Benitez et al., J. Am. Chem. Soc, 2002, 124:4363-4370. 

Les lames de verre sont ensuite stockees dans de I'eau 
ultrapure (resistivite voisine de 18MQ/cm). Avant utilisation, celles-ci 



sont sechees par centrifugation avant d'etre spottees a I'alde d'un 
robot. Les deux cotes de la lame peuvent etre utilises indifferemment. 

1.2 Essai preliminaire : 

Une premiere etude de faisabilite a montre qu'un 
oligonucleotide de 35 bases, phosphoryle en position 3' et marque en 
position 5' par une sonde fluorescente CY3, s'ancre spontanement par 
simple "spotting" sur les films de Langmuir-Blodgett a base de 
phosphonate de zirconium. II apparaft que c'est bien le phosphate 
terminal qui est responsable de Tancrage sur le film, car pour un 
oligonucleotide identique non phosphoryle en 3', dans les memes 
conditions de "spotting", la quantite de sondes fixee est tres inferieure 
(d'un facteur 5). Cette fixation "non specifique" est probablement 
provoquee par une interaction du zirconium avec les groupements 
phosphodiester joignant les unites nucleotidiques. De plus, la fixation 
est stable dans les conditions standard de lavage des puces a ADN. On 
constate done un bon accrochage de I'oligonucleotide phosphoryle par 
rapport a I'homologue non phosphoryle. 

1.3 Oligonucleotides employes : 

Dans cet essai, on a immobilise quatre types 
d'oligonucleotides, a savoir : 

- un oligonucleotide 35 mer (baptise 1) ; 

- son analogue phosphoryle en position 5' (baptise 2 = 1-5'- 
OP0 3 H 2 ) ; 

- I'analogue de 2 comportant un groupe espaceur de 11 motifs 
adenine, entre I'oligonucleotide et le groupement phosphate terminal 
(baptise 3 = 1-(A) 11 -5 , -OP0 3 H 2 ) ; et 

- I'analogue de 3 non phosphoryle (baptise 4 = 1-(A)n) 

1.4 Immobilisation des oligonucleotides : 



Les oligonucleotides en solution dans du SSC 1X (pH ajuste a 
6 par ajout d'HCI) ont ete "spottes" sur ces lames, a des concentrations 
de 50 pM, 20 pM et 5 pM. 

Apres "spotting", on laisse secher les lames a Tair libre et on les 
5 laisse pendant 24 heures dans une boite fermee. Les lames sont 
ensuite rincees pendant 2 minutes dans 4 bains successifs : SSC 2X + 
0,1 % SDS, SSC 1X, puis deux fois SSC 0.2X. Apres sechage par 
centrifugation, les lames sont pretes pour hybridation. 

10 

Exemple 2 : Test d'hybridation utilisant la puce a ADM 
Des tests d'hybridation ont ete effectues avec la lame de verre 
preparee conformement a Texemple 1, sur laquelle les quatre types 
d'oiigonucleotides sont immobilises. 

15 Pour cela, on a depose sous lamelle 20 pi d'une solution de 

('oligonucleotide 35 mer complementaire, marque en position 5' par un 
motif CY3. La concentration en oligonucleotide complementaire choisie 
a une valeur correspondent a 0,002 unite DO/pl (soit dans ce cas 
environ 5 pM), le solvant utilise etant un melange d'hybridation 

20 classique contenant du formamide, du tampon Tris EDTA pH8 [tris = 
tris(hydroxymethyl)aminomethane], du SDS 10% [SDS = 
dodecylsulfonate de sodium] et du tampon SSC 20 X [NaCI 3M et 
citrate de sodium 0,3M]. Uhybridation est realisee a 42°C pendant une 
nuit dans des chambres d'hybridation du type « Arrayit ». A Tissue de 

25 Thybridation, les lames ont subi un lavage pendant 2 minutes dans 4 
bains successifs : SSC 2X + 0,1 % SDS, SSC 1X, puis deux fois SSC 
0,2X. Apres sechage par centrifugation, la saisie des images rendant 
compte de la fluorescence des differents spots (taches) a ete analysee 
sur un scanner. L'analyse de ces images a permis de quantifier 

30 Tintensite de fluorescence des differents spots. La meme procedure a 
ete effectuee en utilisant pour Thybridation un oligonucleotide 35 mer 
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non compiementaire, marque egalement en position 5' par un motif 
CY3. 

Lorsque ['oligonucleotide non compiementaire est utilise, aucune 
fluorescence n'est detectee. Lorsque I'oligonucleotide compiementaire 
5 est utilise, un signal de fluorescence est observe sur tous les spots, 
avec les caracteristiques suivantes : 

1- Bruit de fond autour des spots faible (fond noir). 

2- L'intensite de fluorescence des spots correspondant a 1 
et 4 est 6 fbis plus faible que pour leur homologue phosphoryle en 5', 

10 pour une meme concentration de dep6t Cela montre Keffet favorable 
tres net de la presence du groupe phosphate pour I'accrochage de 
I'oligonucleotide sur le support. 

3- L'intensite de fluorescence des spots correspondant a 3 
est 1,6 fois plus forte [puissance laser 80%, puissance 

15 photomultiplicateur 70% : intensite 48000] que pour 1'oligonucleotide 2, 
. pour une meme concentration de depot. Cela montre Teffet favorable 
tres net de la presence d'un groupe espaceur (1 1 motifs adenine) entre 
{'oligonucleotide et le groupe phosphate, permettant d'eloigner 
I'oligonucleotide de la surface du support, et facilitant ainsi Thybridation. 
20 4- Pour les oligonucleotides 2 et 3, les intensites de fluorescence pour 
des concentrations de depot respectivement de 50, 20 et 5 pM est 
de 2/2/1, ce qui montre que la concentration de depot optimale se 
situe entre 20 et 5 \iM. 



REVEND1CAT1QNS 

5 1. Produit de type puce biologique, comprenant un support solide 
plan presentant une surface recouverte d'un metal capable de 
liaison de coordination avec un groupement phosphate ou 
phosphonate, au moins un polymere biologique portant un 
groupement phosphate ou phosphonate libre etant immobilise sur 
10 ladite surface par liaison iono-covalente entre le groupement 
phosphate ou phosphonate libre dudit polymere et le metal. 

2. Produit selon la revendication 1, dans lequel le polymere 
biologique est un acide nucleique phosphoryle en position 5\ 

15 

3. Produit selon la revendication 1, dans lequel le polymere 
biologique est un acide nucleique phosphoryle en position 3\ 

4. Produit selon la revendication 1, dans lequel le polymere 
20 biologique est une proteine phosphorylee. 

5. Produit selon la revendication 1, dans lequel le polymere 
biologique est un oligo ou polysaccharide phosphoryle ou 
modifie par un groupement phosphonate. 

25 

6. Produit selon Tune des revendications 1 a 5, dans lequel le metal 
est lie a la surface du support par Tintermediaire d'une molecule 
espaceur. 

30 7. Produit selon la revendication 6, dans lequel la molecule 
espaceur comprend une chaTne d'acide gras portant un 
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groupement phosphonate, auquel se lie le metal par liaison iono- 
covalente. 

8. Produit selon Tune des revendications 1 a 7, dans lequel le metal 
5 est le zirconium. 

9. Produit selon la revindication 7, dans lequel la molecule 
espaceur est Pacide octadecylphosphonique et le metal est le 
zirconium. 

10 

10. Produit selon I'une des revendications precedentes, dans lequel 
le support est du verre. 

1 1 . Produit selon la revendicatlon 1 , comprenant une lame de verre 
15 presentant une surface recouverte d'une monocouche 

d'octadecylphosphonate de zirconium, au moins un acide 
nucleique portant un groupement phosphate en 5' etant 
immobilise sur ladite surface par liaison iono-covalente entre 
ledit groupement phosphate de Tacide nucleique et le zirconium. 

20 

12. Methode de fabrication d'un produit de type puce biologique, tel 
que defini dans Tune des revendications 1 a 11, comprenant 
rimmobilisation d'au moins un polymere biologique portant un 
groupement phosphate ou phosphonate libre sur un support 

25 solide presentant une surface recouverte d'un metal capable de 

liaison de coordination avec un groupement phosphate ou 
phosphonate, ledit polymere biologique etant immobilise sur 
ladite surface par liaison iono-covalente entre le groupement 
phosphate ou phosphonate libre dudit polymere et le metal. 

30 



13. Methode selon la revendication 12, comprenant en outre une 
etape d'obtention du polymere biologique portant un groupement 
phosphate. 

5 14. Methode selon la revendication 13, dans laquelle le polymere 
est un acide nucleique phosphoryle en 5* par voie enzymatique. 

15. Kit de preparation d'un produit de type puce biologique tel que 
defini a Tune des revendications 1 a 11, comprenant les 
elements suivants : 

- un support solide presentant une surface recouverte d'un 
metal capable de liaison de coordination avec un 
groupement phosphate ou phosphonate ; 

- au moins un polymere biologique portant un groupement 
phosphate ou phosphonate ; 

- eventuellement des reactifs. 

16. Utilisation d'un produit de type puce biologique tel que defini a 
I'une des revendications 1 a 11, a des fins de criblage de 

20 composes susceptibles de se Her audit polymere biologique 

immobilise. 



10 



15 



25 



17. Utilisation d'un produit de type puce biologique tel que defini a 
I'une des revendications 1 a 11, comme outil de diagnostic in 
vitro. 
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